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AB High yields of proteins and amino acids were obtained in a fermn. process 

using 1 of 9 strains of Azotobacter in the presence of an elec. field. 

In 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) with sucrose as a 
C-source, the application of sinusoidal waves (5 V, 7 mA, and 20 Hz) 
increased the total amino acid prodn. 258% relative to that when the 

elec. 

field was not applied. 
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"Merodo de obtencl6n de protelnas y amlnoaddos esenclales para la aHmentaclon, par 
tratamienro elecfronlco de microorganlsmos fijadorei de N 2 " 
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MEMORIA DESCRIPTIVA ^ 

Muchas naciones subdesarrolladas no pueden tener on mhimp 

nhrel protefnico y esto es la causa mas Important del hambre en ertos pafses. Estos 

5 circunstancias han llevado a la Wsqueda de nuevos cominos para conseguir nuevos 

reserves de protefnas, como ocurre en EE.UU. que es el principal exportodor de 

semlllas oleaginosas. En Europe Occidental el 80% de las protefnas de origen oni 

mol proceden de la Importacion, siendo del orden del 90% en. la Comunfdod Ecoho 

mica Ewrepea. En vista de estos datos, la Comision de Agriculture del Mercodo C? 

' 0 m5n se muestra P«f"«ista ol respecto y espera que en 1980 aun seguiro importando 

el 90%. 

Por otre parte, el coste de los fertlllzantes ha aumenfado enomie 
mente en los ultimas cinco afibs, incidiendo por consigulente en el mayor coste de 
los alimentos y eh la restriccioh del suministro dietetlco de los poises mas subdesarro 
15 Hados. ~ 

Tamblen, el alto coste del proceso Haber para sintetizar omonfaco, 
es consecuencio de la sublda del petroleo, pues el hldrogeno requerido en dicha sfn 
tesis precede del gas natural o de los credos y requlere ademas una gran eantidad de 
energfo para su combtnaclon, por cuya rezon, el coste de los fertlllzantes nitroge 
20 ; nodos ejffi fntfmamente relacionado con el coste de los combustibles. 

Podemos cseffjror que para la producclon de protefnas es nece 
sario conseguir ricos fertilfeantes nitrogenados y que estos, qufmica o microbtoijS 
gfcamente proceden del nttrogeno atmosferlco. Cerca del 25% del nlfrogeno flja 
do es amoniaco sintetizado por el proceso Haber, el resto, que se estima en 150 mi 
25 Hones de toneladas metricas por-ofto, proceden de la fljoclon mlcrobtologlea. El 

proceso de la fljacfon del Nj, Impllco el consume de una gran eantidad deeier- 
gla que es suministrada por el metabolism de los gluctdos medlante el ATP. La 
molecula clave en la via de fi|oclon del N,,, es la nltrogenosa, que esta 
formada por las hlerro- sulfo - protefnas.. El transport* de electrons* - 
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tlene lugar a troves de los dos components de la ntfrogenasa para llegar o la completa 

reducelon del Nj y posterior conversion en glufamlna por reaccfon con el glutamaro y 

la glutaminsitetasa de la ceJula. 

Todo el complejo sistema se puede resumlr en una reducelon del por 

rransferencla electronFca medlante los atomos de Fe y Mo. 

Este metodo de apllcaclon electrontca a cultlvos de mlcroorganlsmos 
ft [adores de Nj (Azotobccter ), demueshti que es poslble actlvar et complejo mecanfsmo 
de la aslmllaclon del N^, conslgutendo aumenfar en gran parte la blosfntesls de amlno- 
acldos y dfrfgtr su metabolismo segun el Hpo de onda sumlnlsfrada y la frecuencla de la 
mlsma. 

Esta actlvacfon ttene lugar medlante los tones de hlerro de las ferrodoxfnas, 
+2 +3 

puesto que el equlllbrlo de los I ones Fe / Fe de los Ifqutdos metabolfcos en los cul- 

+2 

ttvos de Azotobccter , es alterado en e! sentfdo de aumentar la proporclon de Fe cuan_ 
do son sumlnlstrados compos electrlcos. 

En mlcroorganlsmos que fijan ^ no se conocen experlenclas en las que 
sean aplfcadas ondas electrlcos para estudlar sus efectosj por lo que este metodo propor- 
clona nuevos camlnos para el esfudio de la flfaclon del y para la sfntesls de protefnas 
y amlnoacldos que son alfamente potenclados segun el Hpo de onda electrtca, potencfal, 
Intensldad y frecuencla de la mlsma. 

El rendlmlento de obtencfon de protefnas y amlnoacfdos por mlcroorga- 
nlsmos que fifan con este metodo electronlco puede ser oumentado al lr estudlando 
todas las constantes electrlcos en los puntos en que InFIuyen mas favorablemente en la b!o_ 
sfntesls de amlnoacldos. 

UHIIxando, unfeamente me lazes de remolachas al 2% como sustrato y 
apllcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermentadores de 4 lltros de medio, 
es poslble consegulr celulas de Azotobqcter vlnelondll (208 CECT) que contlenen un - 
56,3% de amlnoacldos, slendo destacable por su fmportancla en la allmentacfon la pro_ 
porclon de metlonlna (6,57%), llslna (4,85%) y otros amlnoacldos esenciales, que por la 
acclon de las campos electrlcos aplloados, tueron potenclados con re la cl on o los fermen 
radores testlgo, 13,41 veces mas en la concenrraclon de metlonlna, 4,90 voces en la 
tlrosfna, 1,92 en la alanlna y un 60% mas en el total de todas los amlnoacf depenalize- 
dos. 
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La superflcle do los electrodos sumerglda en el Ifqufoo metobollco era 
la correspondfente a un htlo de platlno de 5 cm de longltud y 0,~40 mm de dlametro. 

Cuando apltcabamos los compos electrlcos en un fermentador de 5 litres 
de capacldad con 4 litres de medio de cultfvo, fnstalamos electrodos de platlno con una 
superficfe sumerglda de 10 x 0,5 cm. 

Las ondas electrlcos sumlnlstradas a los cultlvos procedfan de un gene- 
rador mode I o Exact de un rango de frecuenclas de 0 a 2 MHz, slendo las frecuenclas - 
5 Hz y 200 KHz de ondas sinusotomies apllcadas en los cultlvos de Azotobocfer , los pun- 
tos optimos en la actlvaclon del proceso reproductive de las celulas* 

La temperature de todos los cultlvos foe de 28*C durante todo el tlem- 
po de Incubaclon. Pasamos un caudal de aire esterfl, saturado de humedad, de 150 II-. 
tros /horas a una preslon de 1 Kg/cm , cuando los cultlvos fueron Incubados en un fer- 
menfador de 5 litres de capacldad con 4 1 1 tros de medio de cultlvo y los ma traces de 250 
ml, con 100 ml de medio se Incubaron en un Incubador orbital (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 28*0. 

REIVINDICACIONES 

Se relvlndlca como de nueva y propla tnvenclon la propledad y explo 
clcn exclusive de: 

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS * 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE Ml. 
CROORGANISMOS FUADORES DE w , caracterlzado porque a un cultlvo de micro- 
organ Ismos fljadores de N^, se le apllca un campo electrlco de ondas slnusolaales y - 
ondas cuadrados, cuyo rango de frecuencfa osclla entre 0 y 2 MHz conslgulendoso un 
elevado cumento en el contenldo en peso de oasl todos los amlnoScIdos del Ifquldo me- 
tobollco. 

2} Un nietodo, segun retvtndlcaclon 1, y caracterlzado por el empleo 
de nueve esHipes de Azotobacter como mlcroorganlsmo fl|odor de Ng« 

3) Un mS todo, segun relvlndtcaclones ! y 2, y earacrerlzado porque el 
mlcroorganlsmo empleodo es Azotobacter vlnelondll 206 CECT y la compo$lct6& del me- 
dio de cultlvo es (a/I) KjHPO^ 0,4; KHgPO^, 0,1; No^MoO^ 0,001; FeCIg> x 0,003 



Y 2% de melon de remolocho. 

4) Un metodo, «gun relvindlcaclonej'l y 2 , y caracferlzado porque el 
microorsanhmo empleodo « Azotobccter vine land! i 382 DSM y coma fcente de carbono 
te emplea ocldo benzofco al 1%. 

5) Un metcdo, wgOn relvlndlcacfonw I y 2, y caracferlzado parage el 
mtcroorganfcmo empleado es Azotobccter vlnelandil 382 DSM y la frente de coAono « 
sacarasaal 1,5%. 

6) Un mStodo, segun relvihdlcociories 1 y 2, y carocterizado par el - 
e-pleo de Azotobacterv| n elandH382 DSM y acetofo Ic dlco al 0,5% come We de - . 
carbon o. 

7) Un mefodo, segun reivindicaciones I y 2, y caracferlzado por el - 
empleo de Azorobocter vinelondfr 382 DSM y eranol al 1%. 

8) Un metodo, segun reivindicaciones 1,4,5,6 y 7, y coracrerizado - 
Tu'Jl CUlHVO HenC COnCen,n,C?8n de K 2 HP °4 * °' 44 y * KH2P0 4 de - 

9) Un m5fodo ' w 8«n reivindicaciones 1 iy 2, y caracferlzado por el - 
emplea de la, slgulcntes estlrpes de Azgfabacter: AsofcW., rf, ^ ■ ^ ^ 

205 206 y 374 CECT^ofobccTer anfl. 210 CECT y AzotobaC, h-,^ ,- 181 . 
CECT. 

10) Un metodo, segOn relvlndtcodon 1, y carocterizado perque la fre- 
cuencio elecfrica empleado varfo de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un metodo, segon relvlndlcacfon 1, y caracferlzado porque la tem- 
pera fura del culttvo es de 28SC. 

12) Un mefodo, segfin relvtndlcacton I, y caracferlzado pon,ue el cam- 
pa electrico ,e apllca medlanfe la Introduced de una, electrode, de platfno en el lf- 
quldo metabolic©. 

13) -METODO DE QBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DE Ml 
CROOROANISMOS FUADORES DE N^, fal y como «e describe en el cuerpo de esto" 
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Q| ' memorio y rtlvlndlcaclones que coreta de 7 paglnas escrftas por una sola caro. 
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